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Genotipagem do citomegalovírus humano para pesquisa de 
resistência primária aos antivirais em transplantados renais
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resumo
O objetivo do estudo foi investigar a ocorrência de cepas de citomegalovírus humano (HCMV) com 
resistência primária aos antivirais utilizados na terapêutica de pacientes transplantados renais. Para isso 
empregou-se um método de triagem por reação em cadeia de polimerase (PCR) e polimorﬁsmo de 
tamanho de fragmentos de restrição (RFLP) capaz de detectar mutações especíﬁcas nos genes UL97 e 
UL54 relacionadas com resistência antiviral. Foram coletadas amostras (sangue, saliva e urina) de 20 
pacientes transplantados renais no momento do diagnóstico da infecção pelo HCMV e sem terapia 
antiviral prévia. Embora não tenham sido encontradas cepas de HCMV com nenhuma das mutações 
estudadas, a metodologia empregada demonstrou-se rápida e eﬁcaz na análise dos genes virais das 
diferentes amostras testadas. A ausência de resistência primária no presente estudo não descarta a pos-
sibilidade de esse evento ocorrer futuramente no Brasil, uma vez que o emprego das drogas antivirais 
tem se disseminado em todo o mundo. Sugerimos, então, a aplicação da metodologia de PCR/RFLP na 
investigação de resistência do HCMV aos antivirais.
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abstract
The aim of this study was to detect by PCR/RFLP HCMV strains containing speciﬁc UL97 or UL54 mutation in 
patients without previous therapy. Samples from 20 renal transplant recipients with HCMV infection at the 
moment of the diagnosis. From all the patients blood, saliva and urine samples were collected to investigate 
the possible occurrence of distinct mutations in different body sites. Although no HCMV strains with mutations 
conferring drug resistance were detected, the PCR/RFLP methodology was considered an adequate and practical 
tool to detect alterations in viral genes from different body ﬂuids. The absence of drug resistant viral strains in 
the analyzed samples do not preclude its appearance in the near future, since the use of antiviral drugs in this 
setting is more widespread in the recent years. We suggest a periodic evaluation of the sensitivity pattern to 
antiviral drugs in order to monitor its occurrence.
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A estratégia mais aplicada para a redução da morbidade 
e da mortalidade resultantes da infecção pelo citomega-
lovírus humano (HCMV) em pacientes imunossuprimidos 
envolve terapia prolongada ou extensa proﬁlaxia. Ambos 
os casos consistem em risco potencial para a emergência de 
resistência a antivirais especíﬁcos. Por sua vez, a resistência 
a estes medicamentos resulta em falha terapêutica com 
conseqüente progressão da doença(13).
Os agentes antivirais licenciados para o tratamento do 
HCMV, entre eles ganciclovir (Cymevene®, Ganciclovir® e 
Ganyclov®), foscarnet (Foscavir®) e cidofovir (Vistide®)(2), 
agem inibindo especiﬁcamente a síntese de DNA viral pela 
DNA-polimerase. Vários isolados de HCMV resistentes aos 
antivirais apresentam deleções ou substituições na seqüên-
cia de aminoácidos das regiões conservadas do gene UL97, 
codiﬁcante da fosfotransferase. Esta mutação resulta na 
diminuição da capacidade de fosforilação do ganciclovir na 
célula infectada e, conseqüentemente, ausência da síntese 
de ganciclovir trifosfato, que é a forma ativa da droga. Ou-
tros casos de resistência do HCMV aos antivirais devem-se 
a mutações na região UL54, codiﬁcadora da DNA-polime-
rase, responsável pela replicação viral. Nesse caso, ocorrem 
mutações pontuais nas regiões mais conservadas do gene 
UL54 que estão envolvidas no reconhecimento do substrato 
pela enzima, resultando na diminuição da aﬁnidade pelo 
antiviral. A resistência ao ganciclovir pela mutação no gene 
UL54 é menos freqüente e, quando ocorre, geralmente está 
associada a mais de uma mutação em UL97, resultando em 
aumento na resistência ao ganciclovir e também resistência 
cruzada ao foscarnet e ao cidofovir(9, 18). 
Naqueles casos em que ocorre apenas mutação no 
gene UL97, a substituição de ganciclovir pelo foscarnet 
tem demonstrado bons resultados, muito embora os efei-
tos colaterais possam limitar seu uso(1, 4, 19, 20). Desse modo, 
tornou-se mais evidente a importância do emprego de 
testes de suscetibilidade antiviral no acompanhamento da 
terapia anti-HCMV, servindo como indicador da estratégia 
terapêutica(12). Recentemente, relatos sobre a ocorrência de 
infecções por cepas de HCMV com resistência aos antivirais 
antes da instituição da terapia(15), ou logo após seu início(11, 
26), indicam a aquisição de cepas com resistência primária. 
A partir disso, ressaltou-se a necessidade de detecção da 
resistência viral de forma rápida, um problema para as 
metodologias fenotípicas de suscetibilidade antiviral que 
dependem do cultivo de HCMV ou para o complexo se-
qüenciamento genético.
Com o objetivo de investigar a ocorrência de cepas de 
HCMV com resistência primária aos antivirais utilizados 
na terapêutica de pacientes transplantados renais, neste 
estudo empregou-se a técnica de genotipagem por reação 
em cadeia da polimerase  (polymerase chain reaction – PCR) 
seguida de restrição enzimática (restriction fragment length 
polymorﬁsm – RFLP) dos genes UL97 e UL54, para detectar 
mutações especíﬁcas relacionadas à resistência. As amostras 
utilizadas foram distintas em sangue, saliva e urina, para se 
aferir a possibilidade de usar diversos ﬂuidos biológicos na 
análise de resistência.
Para isso foram incluídos 20 receptores de transplante 
renal atendidos consecutivamente no Hospital do Rim 
e Hipertensão da Universidade Federal de São Paulo 
(Unifesp), os quais desenvolveram infecção por HCMV. 
Para conﬁrmação do diagnóstico foi utilizado o ensaio  
de antigenemia realizado na rotina do laboratório de  
virologia da disciplina de Doenças Infecciosas e Parasitárias 
(Dipa/Unifesp), seguindo recomendações da literatura(25). 
Como critérios de inclusão foram adotados o resultado na 
antigenemia superior a dez células positivas/2 x 105 leucó-
citos e a ausência de terapia antiviral prévia especíﬁca para 
HCMV. Simultaneamente foram coletadas amostras de urina 
e saliva, obtendo-se um total de 60 amostras (20 sangues, 
20 urinas e 20 salivas), que foram estocadas a -20oC.
A extração do DNA viral foi feita a partir dos poli-
morfonucleares extraídos para o ensaio de antigenemia 
(amostras de sangue total com EDTA). Cada amostra foi 
centrifugada com 2ml de tampão de lavagem (Tris-HCl 
10mM pH 7,6, KCl 10mM, MgCl2 10mM, EDTA 20mM) 
por 5 min/2.000g. Ao precipitado foram adicionados 
800µl de tampão de lise (Tris-HCl 10mM pH 7,6, KCl 
10mM, MgCl2 20mM, EDTA 20mM, NaCl 0,4M, 25µl 
SDS 20%) e incubado por 10min/55oC. Seguindo, 300µL 
de NaCl 5M foram adicionados e a mistura, centrifugada 
por 20min/10.000g. Por ﬁm, o DNA foi precipitado com 
acetato de sódio 3M pH 5,3 e etanol absoluto (duas vezes 
o volume) para depois ser ressuspendido em água mili-Q®. 
A puriﬁcação da urina foi feita pela adição de 250µl da 
amostra ao mesmo volume do tampão de lise suplemen-
tado com proteinase K (0,2mg/ml), seguida de incubação 
(55oC, 60 minutos) e inativação (95oC, 10 minutos). A 
saliva foi usada diretamente para ampliﬁcação, conforme 
descrito anteriormente(5).
Foi realizado nested-PCR em todas as amostras para se 
obter maiores sensibilidade e especiﬁcidade na detecção 
do HCMV. A primeira região estudada para veriﬁcar mu-
tações que conferem resistência ao tratamento foi a do 
gene UL97 (códons 418-708), utilizando-se uma primeira 
reação com os iniciadores CPT0 e CPT2096, que geraram 
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um fragmento de 2096pb, seguida por uma segunda 
reação com os iniciadores UL1088 e UL1619, que ampli-
ﬁcaram um fragmento de 531pb(3). Para analisar mutações 
na outra região (UL54) relacionada com resistência ao 
tratamento, foi ampliﬁcado um fragmento de 2748pb 
do gene UL54, utilizando-se os iniciadores pol1303 e 
pol4051(24). Na segunda ampliﬁcação foram utilizados os 
iniciadores pol1474 e pol2536(14). Para cada reação foram 
incluídos um controle positivo (cepa padrão AD169) e um 
controle negativo (água obtida de Mili-Q®), sendo cada 
reação conﬁrmada pela visualização de bandas em gel 
de agarose a 2% impregnado com brometo de etídio. 
Através da digestão dos produtos ampliﬁcados nas PCRs 
com as endonucleases de restrição NlaIII, AluI, HhaI, MseI, 
TaqI, MspI e HaeIII objetivou-se identiﬁcar, pelo perﬁl de 
restrição obtido(6), as mutações mais freqüentemente 
descritas (M460V, H520Q, A594V, A594T, L595F, L595S, 
V715M e T700A), conforme revisado recentemente(16). 
Os 20 receptores de transplante renal selecionados para 
o estudo apresentaram em média 68,3 células positivas no 
ensaio de antigenemia para o HCMV, com uma variação de 
11 a 416 células positivas (mediana de 41,5 células positi-
vas). A infecção ocorreu no dia 47 após o transplante. Os 
pacientes tinham, em média, 42,5 anos de idade, igualmen-
te distribuídos entre os sexos. O quadro clínico apresentado 
foi inespecíﬁco de febre isolada (80%) ou acompanhada de 
leucopenia, sendo que um paciente apresentou quadro com 
tosse e outro, abdome agudo. Todos os pacientes incluídos 
nesse estudo, após o diagnóstico, receberam terapia com 
ganciclovir (mediana de 21 dias de duração) e responderam 
bem, negativando a antigenemia. 
Nenhuma das 60 amostras testadas genotipicamente 
apresentou quaisquer das mutações relacionadas à resistência 
pesquisadas no presente estudo. No entanto a metodologia 
empregada de genotipagem por PCR/RFLP conﬁrmou a rapi-
dez na análise da suscetibilidade antiviral de isolados clínicos 
de HCMV. Apesar da ausência de resistência, a adaptação 
das metodologias descritas por diferentes autores mostrou-
se reprodutível, inclusive permitindo a genotipagem viral 
dos diferentes sítios corpóreos estudados, uma vez que os 
resultados foram iguais para as diferentes amostras clínicas 
de um mesmo paciente. 
Como todos os pacientes responderam bem à tera-
pêutica, a possibilidade de falha na detecção de resistência 
por limitação da metodologia empregada é bastante pe-
quena. No entanto deve-se ressaltar a limitação da técnica 
de PCR/RFLP, que só pode detectar mutações já descritas 
anteriormente. No caso da genotipagem do gene UL97, o 
ensaio é considerado ótimo para a triagem de cepas resis-
tentes, pois cerca de 94% dos casos de resistência clínica 
ao ganciclovir apresentam pelo menos uma mutação nesse 
gene(15), além de permitir sua detecção precocemente no 
acompanhamento de terapias prolongadas(22). O nível 
de detecção de mutações no gene UL97 pela técnica de 
PCR/RFLP é superior a 90%(8, 14). No presente estudo foram 
pesquisadas mutações que correspondem a cerca de 80% 
dos casos de resistência por mutação no gene UL97 do 
HCMV descritos na literatura, que incluem os códons 460, 
520 e 591-596(7), o que fortalece o resultado encontrado 
de ausência de resistência primária nesses pacientes trans-
plantados renais.
Quanto à possível diferença de distribuição de mutações 
entre os sítios corpóreos, o presente estudo não pode ser 
conclusivo devido à não-detecção de resistência. No entan-
to a literatura sugere que a resistência ao ganciclovir pode 
resultar em duas populações virais: uma de origem provável 
no órgão transplantado e a outra de transfusões de sangue, 
sendo esta prevalente e mutante(1). Estes resultados foram 
conﬁrmados em vários grupos de imunossuprimidos em 
que se detectou a cepa de HCMV mutante inicialmente no 
órgão envolvido para depois atingir outros sítios(17). 
Conforme indicado pela literatura, a seleção in vivo de 
variantes virais com mutações em UL97, mas com baixo 
nível de resistência ao antiviral, resulta em acúmulo de 
mutações em UL54 e, como o tempo de terapia é prolon-
gado, gera uma subpopulação viral com dupla mutação e 
de alto nível de resistência(10, 23). Por isso a resistência clínica 
aos antivirais por mutação na DNA-polimerase do HCMV é 
pouco freqüente, sendo sugerida a necessidade da presença 
de mais de uma mutação no gene UL97(21). Neste estudo os 
pacientes não receberam tratamento ou proﬁlaxia prévia, 
tornando-se uma população com pequena possibilidade de 
apresentar mutações no gene UL54. Com isso este trabalho 
tem a intenção de avaliar a possibilidade de um novo teste 
de triagem por PCR/RFLP também para mutações na DNA-
polimerase viral, uma vez que esta detecção, atualmente 
depende do seqüenciamento genético(16, 18).
O presente estudo não detectou nenhuma cepa de 
HCMV com as mutações de maior incidência nos genes 
UL97 e UL54 associadas com resistência aos antivirais. Esse 
resultado contribui para a provável idéia da inexistência de 
resistência primária aos antivirais na terapia com HCMV em 
receptores de transplante renal em São Paulo. Entretanto, 
por se tratar de algo pouco investigado, não podemos 
descartar a possibilidade de esse evento não estar sendo 
detectado em outros serviços, bem como a possibilidade 
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de ocorrer futuramente no país, uma vez que a resistência 
aos antivirais é um fato emergente em diferentes partes 
do mundo. Portanto sugerimos a contínua aplicação da 
metodologia de PCR/RFLP, principalmente para o gene 
UL97, na investigação de resistência primária do HCMV 
aos antivirais.
